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Acetylcholinesterasa je ţivotně důleţitý enzym pro svou schopnost ukončení 
nervového impulsu cestou rozkladu neuromediátoru acetylcholinu. Inhibitory cholinesteras 
jsou látky uţívané v mnoha odvětvích, ať uţ jako léčiva, pesticidy, nebo látky zneuţívané 
jako biologické zbraně. V této práci se metodou sledování poklesu aktivity enzymu 
působením vybraných látek zjišťovala přítomnost inhibice, její míra a charakter. 
K experimentům byli vybráni zástupci tříd organických rozpouštědel, solí kovů, či látky 
jiné, jako je např. ţelatina, takrin, kofein. Ke zjištění poklesu aktivity acetylcholinesterasy 
byla pouţita spektrofotometrická metoda dle Ellmana, data byla vyhodnocena pomocí 
grafických znázornění podle Dixona a Boltzmanna. K pokusům byla pouţita 
acetylcholinesterasa z elektrického úhoře. 
Výsledky poukázaly na schopnost celé řady látek inhibovat acetylcholinesterasu, 
u jiných naopak tuto vlastnost vyvrátily. Existence inhibitorů cholinesteras se potvrdila jak 
u řady zástupců solí kovů, tak u organických rozpouštědel. Výstup práce má poslouţit jako 
podklad a souhrnný zdroj informací o vybraných inhibitorech cholinesteras pro další 
prováděné experimenty na poli inhibice či jiných mechanismů působení látek 
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Acetylcholinesterase is a vital enzyme because of its ability to end a nerve impulse 
by decomposition of neurotransmitter acetylcholin. Inhibitors of cholinesterases have been 
used in many sectors, such as drugs, pesticides, or substances abused as biological 
weapons. Using chosen agents an existence of acetylcholinesterase inhibition was detected 
together with its rate and character. The detection was accomplished by the method of 
measuring the decrease of acetylcholinesterase activity. In this experiment some organic 
solvents, metal salts, and other agents like gelatine, tacrine or caffeine were used. Ellman’s 
spectrophotometrical detection was used to determine the decrease of acetylcholinesterase 
activity. The data were evaluated by the graphical representation by Dixon and Boltzmann. 
In this experiment the acetylcholinesterase from electric eel was used. 
 Results showed that many chosen agents have the ability to inhibit 
acetylcholinesterase and on the other hand many of them do not have this property. It was 
proved that there are inhibitors of cholinesterase both among metal salts and organic 
solvents. This thesis should serve as a base and a comprehensive source of information 
about chosen cholinesterase inhibitors, and for the following experiments related to 
inhibiton or other mechanisms of action of substances on acetylcholinesterase.  
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ACh  acetylcholin 
AChE  acetylcholinesterasa 
AChR  acetylcholinové receptory 
AD  Alzheimerova choroba 
APP  amyloidový prekurzorový protein 
Asp  kyselina asparagová 
ATCh  acetylthiocholin 
ATChCl acetylthiocholin-chlorid 
BChE  butyrylcholinesterasa 
CNS  centrální nervová soustava 
Cys  cystein 
DTNB  5,5´-dithiobis(2-nitrobenzoová kyselina) 
GSK 3 glykogen syntasa kinasa 3 
IAChE  inhibitory acetylcholinesterasy 
IC50  střední inhibiční koncentraace 
IChE  inhibitory cholinesteras 
Ki  rovnováţná inhibiční konstanta 
MG  myasthenia gravis 
MHC II hlavní histokompatibilní komplex II 
M-receptory muskarinové receptory 
NMDA N-methyl-D-aspartát 
NPL  nervově paralytické látky 
N-receptory nikotinové receptory 
NSAIDs nesteroidní antiflogistika (Non-Steroidal Antiinfammatory Drugs)  
OFI   organofosforové inhibitory 
PBS   fyziologický roztok pufrovaný fosfátem (Phosphate Buffered Saline) 
UV-VIS ultrafialová – viditelná oblast světla 







1 ÚVOD A CÍL PRÁCE 
Acetylcholinesterasa (AChE) je enzym hrající důleţitou roli v ukončení nervového 
impulzu především v dráhách parasympatického nervového systému, na nervosvalových 
ploténkách a v cholinergních drahách centrální nervové soustavy.  
Sníţením aktivity nebo inhibicí tohoto významného neuronálního enzymu dochází 
ke zvýšení koncentrace acetylcholinu (ACh) v synaptické štěrbině nebo na nervosvalovém 
spojení a zvýšené stimulaci postgangliových neuronů, popř. cílových orgánů. Tím se 
zvyšuje acetylcholinergní transmise. Tohoto se vyuţívá např. u léčby Alzheimerovy 
nemoci, či  jiných demencí, kdy se zablokováním acetylcholinesterasy v mozku dosáhne 
zvýšení obsahu mozkového ACh a tím i zlepšení paměťových funkcí. Inhibitory tohoto 
enzymu se pouţívají také u léčby glaukomu nebo onemocnění myasthenia gravis. Kromě 
vyuţití pro léčebné účely se inhibitory cholinesteras pouţívají k usmrcování hmyzu, jako 




Tato práce je zaměřena na sledování účinku různých látek na acetylcholinesterasu, 
a zhodnocení, zda se jedná o látku sniţující aktivitu enzymu či nikoliv. Pro testování byla 
vybrána některá důleţitá organická rozpouštědla, soli různých kovů, ale i látky vyskytující 
se fyziologicky v lidském organismu. Pro kaţdou sledovanou látku byla stanovena míra 
inhibice acetylcholinesterasy. 
Cílem práce je poskytnutí zjištěných dat o rozsahu inhibičního působení vybraných 
látek a veškerých poznatků, které budou dále vyuţity pro další experimenty.  
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2 TEORETICKÁ ČÁST 
2.1 Vegetativní nervový systém 
Vegetativní nervový systém, téţ autonomní nervový systém, kontroluje funkci 
hladkých svalů, exokrinní sekreci, funkci srdce a gastrointestinálního traktu i určité 
metabolické pochody (utilizace glukosy). Dělí se dle mediátoru, který se uvolňuje 
na zakončení postgangliových vláken na adrenergní a cholinergní systém. 
Zatímco u adrenergního – sympatického – systému jsou neurotransmitery 
katecholaminy (noradrenalin, adrenalin a dopamin), v cholinergním – parasympatickém – 
systému je specifickým mediátorem ACh. V řadě případů působí systémy protichůdně. 
Aktivita sympatiku umoţňuje zvládnout stresovou situaci, má za úkol aktivovat vše, 
co umoţňuje boj nebo útěk. Aktivita parasympatiku převládá v klidových podmínkách. 
Umoţňuje regeneraci, růst, zotavení, ale také dobré trávení. Za normálních okolností jsou 
oba systémy v rovnováze.
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ACh zprostředkovává přenos nervového impulzu z nervového vlákna 
presynaptického na postsynaptické, taktéţ u napojení nervů, například na nervosvalovém 
spojení. Přenáší vzruchy na pregangliových vláknech obou vegetativních systémů. Co se 
týká postgangliových vláken, u parasympatiku se účastní přenosu na všech, u sympatiku 
pouze na některých zakončeních (např. potní ţlázy). Dále je mediátorem na nervosvalové 
ploténce a v cholinergních drahách centrální nervové soustavy.  
ACh se tvoří v nervovém zakončení reakcí cholinu s kyselinou octovou. Tato je 
aktivována spojením acetylové skupiny s redukovaným koenzymem A. Cholin 
acetyltransferasa slouţí jako katalyzátor reakce mezi aktivním acetátem a cholinem.
3, 4
 
Po syntéze je ACh v buňce skladován v tzv. synaptických váčcích, z nichţ se při 
přenosu nervového vzruchu uvolňuje do synaptické štěrbiny, a pak reaguje s integrální 
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bílkovinou postsynaptické membrány – acetylcholinovým receptorem (AChR) 
muskarinového nebo nikotinového typu.
5 
2.1.1.1 Receptory pro ACh 
Receptory pro ACh jsou dvojího typu: muskarinové a nikotinové. Muskarinové 
receptory jsou spřaţené s G-proteinem, dají se aktivovat alkaloidem muskarinem 
z muchomůrky červené (Amanita muscaria). Jsou to receptory na membránách buněk 
cílových orgánů. Nikotinové receptory jsou členem iontových kanálů řízených ligandy, 
dokáţe je stimulovat alkaloid nikotin. Tyto receptory se nacházejí na synapsích v CNS, 




MUSKARINOVÉ RECEPTORY (M-receptory) 
 M-receptory patří do skupiny receptorů spřaţených s G-proteinem. Celkem je 
známo pět typů M1 – M5. Receptorový protein představuje transmembránově uspořádaný 
peptidový řetězec, který prochází fosfolipidovou membránou buněčné stěny sedmkrát 
ve formě α-šroubovic. Tyto α-šroubovice jsou pravděpodobně uspořádány do kruhu 
a vytvářejí tak ve svém středu prohlubeň s vazebným místem pro neurotransmiter. 
K přenosu signálu slouţí G-protein přiléhající na vnitřní list fosfolipidové dvojvrstvy. 
G-protein má tři podjednotky, α (5 kDa),  (35kDa) a γ (7kDa).
6
 
 Receptory se dělí na několik typů: M1 – neuronální (vyskytují se na nervových 
buňkách, např. v gangliích, CNS, parietálních buňkách ţaludku). M2 receptory přenášejí 
efekty acetylcholinu v srdci, ale i v hladké svalovině a neuronální tkáni. M3 mají význam 
pro tonus hladké svaloviny např. v močovém měchýři, střevě, bronších. Vyskytují se také 
na buňkách ţláz – potních slinných, slzných – kde po stimulaci vyvolají zvýšení sekrece. 




NIKOTINOVÉ RECEPTORY (N-receptory) 
 Nikotinové acetylcholinové receptory jsou členy nadrodiny iontových kanálů 
řízených ligandy. Receptorový komplex se skládá z pěti proteinových podjednotek, které 
jsou ve fosfolipidové dvojvrstvě buněčné membrány uspořádány tak, ţe středem této 
pětičlenné skupiny molekul probíhá transmembránový kanál. Kaţdou z těchto podjednotek 
tvoří bílkovinné vlákno, které ve formě α-šroubovice čtyřikrát prochází membránou.  
12 
 
 Dvě z těchto podjednotek jsou identické: jsou to tzv. α-podjednotky. Mají vţdy 
jedno vysoce specifické vazebné místo pro ACh. Naváţou-li se současně dvě molekuly 
ACh na obě α-podjednotky, otevře se iontový kanál, do buňky vstoupí Na
+
, z buňky 
vystoupí K
+
, membrána se depolarizuje a vzniká akční potenciál.
6, 7 
Celkem je známo 17 typů podjednotek: α1-10, 1-4, γ, δ a ε. Kromě ptačího 
subtypu α8 se u savců vyskytují všechny podjednotky. ACh je však schopen vazby pouze 
s α1, 2, 3, 4, 6, 7, 8. Ostatní typy podjedntotek stabilizují strukturu zvenčí. Pentamerní 
uspořádání receptoru můţe být různého sloţení: např. pentamer α7, 2× α2 – 3× 2, a jiné.
3
 
 Existují dva hlavní typy N-receptorů, které se od sebe liší svými podjednotkami: 
nervový typ NN ve vegetativních gangliích a v mozku, a svalový typ NM na nervosvalové 
ploténce. 
 
K ukončení nervového přenosu slouţí enzym acetylcholinesterasa, patřící 




Jako cholinesterasy se označuje skupina enzymů, které katalyzují hydrolytické 
štěpení esterů cholinu. Jsou to serinové hydrolázy, které katalyzují hydrolýzu 
neurotransmiteru acetylcholinu na cholin a kyselinu octovou. Obecná reakce katalyzovaná 
esterasami je následující 























Cholinesterasy v lidském těle se dělí na dvě skupiny podle své afinity 
k přirozenému substrátu acetylcholinu.
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2.1.1 Acetylcholinesterasa (AChE) 
První z enzymů cholinesteras, acetylcholinesterasa (číslo dle klasifikace enzymzů 
E.C. 3.1.1.7), také nazývaná pravá nebo specifická cholinesterasa, se nachází 
v erytrocytech, nervových zakončeních, plících, slezině, srdci a ve všech oddílech mozku. 
Jedná se o membránově vázaný glykoprotein existující v mnoha molekulárních formách. 
Vzniká v ribozomech jaterních buněk a je secernována do krve. Optimální pH pro funkci 
AChE je 7,4 - 8.
9
 
2.1.1.1 Molekulární struktura AChE 
Molekula AChE v nativním stavu je sloţena ze dvou alfa a dvou beta 
polypeptidových řetězců. Jedná se tedy o tetrametr o sloţení alfa2beta2 patřící do skupiny 
serinových proteas. Primární struktura AChE se skládá z 537 aminokyselin s Asp-1 
na N-konci a Cys-537 na C-konci. Monomer AChE je elipsoidní molekula s molekulovou 
hmotností přibliţně 69 kDa a rozměry přibliţně 45 × 60 × 65 Å. Je tvořen dvanácti centrálně 
stočenými -skládanými listy, které jsou obklopeny čtrnácti α-helixy. 





Nejdůleţitějším místem v molekule AChE je tzv. aktivní místo (někdy téţ 
aktivní/katalytické centrum), které leţí uvnitř 20 Å hluboké dutiny nazývané aromatická 
štěrbina (aromatic gorge) Tato štěrbina proniká hlouběji neţ do poloviny enzymu a je 
lemována čtrnácti aromatickými zbytky. Penetrace substrátu do štěrbiny je umoţněna kation-π 
interakcemi mezi kvartérním dusíkem ACh a π-elektrony fenylalaninu, tryptofanu 
a tyrosinu.4, 11 
Aktivní centrum se skládá ze dvou podjednotek: esterové (katalytické) části, která 
obsahuje tzv. katalytickou triádu, a anionické části, ke které se váţe kvartérní skupina 
substrátu acetylcholinu (α-anionické místo). 
 
Obr. č. 1 Navázání ACh a jeho rozklad 
(převzato z http://images.wikia.com/analytical/images/f/fd/Acetylcholinesterase.png) 
 
Katalytická triáda v esterové části je podobná jako u ostatních serinových proteas. 
Je tvořena trojicí aminokyselin: serinem, histidinem a kyselinou glutamovou. Hydroxylová 
skupina serinu se vyuţívá k přenosu acetylu z ACh na enzym.
9, 10
 
Periferní anionické místo (-anionické místo) se nachází při vstupu do aromatické 
štěrbiny. Toto místo je popsáno jako cíl mnohačetné modulace aktivity AChE. Je cílem 
celé řady toxinů, ale i nadějných léků. Anionické místo pravděpodobně hraje důleţitou roli 
ve vývoji Alzheimerovy demence (AD). -amyloid tvořící se u této choroby reaguje 
s periferním anionickým místem, čehoţ výsledkem je tvorba amyloidního plaku vedoucí 
k destrukci cholinergních neuronů. V mozku dementních nemocných je aktivita AChE 





2.1.1.2 Funkce AChE 
Acetylcholinesterasa má největší afinitu k ACh, který je po uvolnění do synapse 
rychle štěpen AChE za vzniku cholinu a kysliny octové. Tato reakce je nezbytná k tomu, 
aby se cholinergní neuron vrátil po aktivaci do klidového stavu.
9 
Hydrolýza ACh katalytickým působením AChE probíhá ve více stupních. ACh se 
nejprve naváţe svým kvarterním dusíkem na α-aniontovou část enzymu a karboxylovou 
skupinou na esterové místo molekuly AChE. Vzniká komplex enzym-substrát. Dochází 
k přenosu acetylu na hydroxylovou skupinu serinu a po odštěpení cholinu tak vzniká 
acetylovaný enzym, který je nestálý a reaguje s vodou za vzniku AChE a kyseliny octové. 




 ACh + AChE komplex substrát-enzym acetylovaný enzym + cholin
AChE + kyselina octová
H2O
 
2.1.2 Butyrylcholinesterasa (BChE) 
Druhým enzymem ze skupiny cholinesteras je sérová cholinesterasa – 
butyrylcholinesterasa (č. E.C 3.1.1.8) zvaná nespecifická, popř. pseudocholinesterasa. 
BChE je lokalizována v játrech (kde se i syntetizuje), v plazmě, pankreatu, v bílé hmotě 
mozkové, střevní sliznici nebo v intersticiální tekutině. Kromě jater je BChE syntetizována 
v plicích, srdci a mozku.
10 
2.1.2.1 Molekulární struktura BChE 
Primární struktura BChE se skládá z 574 aminokyselin. Její molekulová hmotnost 
je asi 85 kDa. Na rozdíl od AChE je BChE tvořena jen jedním polypeptidickým řetězcem. 
Molekula BChE obsahuje asi 25 % sacharidů. BChE se vyskytuje stejně jako AChE 
zejména v tetramerní formě G4, mohou se však vyskytovat dimery G2, které mohou být 
vylučovány jako molekuly rozpustné ve vodě, popř. i monomery G1, které se tvoří 





2.1.2.2 Funkce BChE 
Stejně jako má AChE vyšší afinitu k acetylcholinu, má BChE vyšší afinitu 
k butyrylcholinu, který však oproti acetylcholinu není tělu vlastní. BChE je na rozdíl 
od AChE schopna hydrolýzy vysokomolekulárních esterů. Obecně má BChE niţší 
substrátovou specifitu. Přednostně rozkládá butyrylcholin, můţe však rozkládat i jiné 
substráty, včetně ACh. Rozdíly v afinitách k různým substrátům jsou pravděpodobně 
způsobené různým uspořádáním aromatické štěrbiny. 
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Dlouhou dobu nebyla fyziologická funkce BChE jasná. V současnosti je známo, 
ţe BChE hraje významnou roli například v metabolismu lipoproteinů, jako scavenger 
toxických látek – tedy má roli jakéhosi „čističe“ od těchto látek. Účastní se zpracování 
amyloid prekurzorového proteinu, při hydrolýze necholinových esterů jako jsou lokální 
anestetika (prokain, suxamethonium, kokain), kyselina acetylsalicylová. BChE můţe být 





2.2 Inhibitory cholinesteras (IChE) 
Do skupiny IChE patří různé léky, přírodní toxiny, pesticidy nebo chemické bojové 
látky. Jedná se o širokou skupinu látek různých fyzikálně chemických vlastností. 
Zablokováním ChE se zpomaluje rozklad ACh, aktuální koncentrace ACh se zvyšuje a tím 
se zvyšuje acetylcholinergní neurotransmise.
4, 6
 
Nejdůleţitější IChE lze rozdělit do dvou skupin:
 
 
 reverzibilní inhibitory (převáţně sloučeniny obsahující kvartérní dusík) 
 ireverzibilní inhibitory (estery kyseliny fosforečné nebo fosfonové)  
Do skupiny reverzibilních inhibitorů patří sloučeniny s kvartérním dusíkem v molekule. 
Například fysostigmin (indolový alkaloid ze semen liány Physostigma venenosum) a dále 
syntetické látky, např. neostigmin, pyridostigmin. Všechny tyto látky jsou estery mono 
nebo disubstituované karbamové kyseliny (karbamáty). Inhibitory ireverzibilní jsou 
zastupovány estery kyseliny fosforečné nebo fosfonové. Pouţívají se jako insekticidy 
a mají toxikologický význam.
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OFI jsou synteticky vyrobené estery kyseliny ortho-, thio-, nebo pyrofosforečné. 
Jediným přirozeně se vyskytujícím zástupcem je anatoxin-a(s), neurotoxický alkaloid 
některých druhů cyanobakterií. Všechny ostatní OFI jsou produkovány člověkem 




 Jako IAChE působí OFI tak, ţe se váţí kovalentní vazbou na serin v esterovém 
místě aktivního centra AChE. Zablokováním enzymu odbourávajícího ACh, dochází k jeho 
hromadění, neschopnosti neuronů ukončení vedení signálu v cholinergních nervových 
vláknech. Dle dávky a distribuce inhibitoru v organismu pak můţe docházet k různě 
závaţným změnám v centrální i periferní nervové soustavě. Stav můţe končit 





 OFI dokáţou velmi dlouhodobě a za určitých okolností ireverzibilně fosforylovat 
nebo fosfonylovat esteratické centrum AChE. Inhibice způsobená OFI je tedy ireverzibilní. 
Při pouţití kauzativních antidot (tzv. reaktivátorů) však dojde ke štěpení vazby 
a k reaktivaci inhibovaného enzymu.
6, 13
 
2.2.1.1 Organofosforové pesticidy 
OFI mají velmi silné insekticidní účinky a po pouţití se velmi rychle rozpadají. 
Proto našly široké uplatnění k ochraně rostlin. Díky svým účinkům začaly OFI postupně 
nahrazovat dříve pouţívané organochlorové pesticidy, a tím odstranily některé jejich 
nevýhody. Naopak se ukázalo, ţe svou toxicitou přispívají k velkému mnoţství otrav.
6, 13
 
Jsou to po dlouhá léta pouţívané látky v boji proti různým škůdcům v zemědělství 




Mezi zástupce takovýchto pesticidů patří malathion, diazinon, fluostigmin 
nebo také jeden z nejnebezpečnějších – paraoxon.
 
Jako potenciálně nejrizikovější se z organofosfátů jeví dimethoat v současnosti 
pouţívaný jako akaricid (přípravek k hubení roztočů), insekticid a nematocid (k hubení 
hlístic) pro většinu v současnosti běţně pěstovaných polních plodin, či ovocných stromů. 
Toxicita pro teplokrevné organismy a vodní biotu je poměrně vysoká.
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2.2.1.2 Nervově paralytické látky (NPL) 
Mezi OFI náleţí i nervově paralytické látky (NPL) známé ve vojenství. Jsou to 
vysoce toxické látky s velmi rychlým nástupem účinku. Dostávají se do organismu všemi 
branami vstupu, zejména dýcháním, přes kůţi. Jsou nejvýznamnější a nejnebezpečnější 
skupinou bojových chemických látek.
14 
 NPL se dělí na dvě velké skupiny, které jsou obecně označovány jako G látky 
a V látky. Starší skupinou jsou G látky. Tyto byly vyvinuty v Německu (odtud název 
G - Germany) před 2. světovou válkou. Patří sem tabun (GA), sarin (GB), soman (GD) 
a cyklosarin (GF). Nejzávaţnější branou vstupu jsou vzhledem k vysoké těkavosti dýchací 
cesty, ale mohou být absorbovány do těla i jinými cestami – narušenou kůţí, očima atd. 
V látky jsou toxičtější neţ G látky, zvláště při intoxikaci přes kůţi. Písmeno „V“ v názvu 
je nejspíše odvozeno podle přívlastku venomous – jedovatý, i kdyţ se vyskytují dohady, 
19 
 
ţe by se mohlo jednat i o zkrácení slova victory – vítězství. Tato skupina zahrnuje VE, VG, 
VM a nejznámější z nich je pravděpodobně VX.
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Novější skupina látek, tzv. GV látky, kombinují vlastnosti předchozích dvou 




Sloučeniny stejné základní struktury jako organofosforové pesticidy nebo NPL se 















Chemicky jde o estery kyseliny N-methyl- nebo N,N-dimethylkarbamové s fenoly 
(nebo heterocyklickými alkoholy) nesoucími kvartérní amoniovou skupinu (případně 
terciární aminoskupinu, která podléhá kvarternizaci in vivo) Mechanismus účinku je 
obdobný jako u OFI, nicméně inhibice AChE je pseudoireverzibilní. Jsou podobné 
molekule ACh, proto není překvapením, ţe také reagují s AChE. K primárnímu kontaktu 




  Karbamáty jsou známy jako léčiva, nebo jako pesticidy. Mnohé z nich jsou vysoce 
toxické pro savce i pro člověka. Jejich výroba je levná a suroviny snadno dostupné, proto 
jsou nebezpečné z hlediska pouţití jako bojových otravných látek. 
 
 Z řad léčiv lze uvést např. fysostigmin, alkaloid ze semen popínavého keře 
Physostigma venenosum. Je vhodný k lokálnímu pouţití při glaukomu ve formě očních 
kapek. Také působí při terapii centrálních příznaků otrav cholinolytiky – např. atropinem, 
neboť proniká hematoencefalickou bariérou ve formě terciárního aminu a působí centrálně 
cholinomimeticky. 
 Dále je to neostigmin podávaný u myastenia gravis (MG) nebo u atonie střeva, 
či močového měchýře. 
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 Podobně jako neostigmin působí i pyridostigmin, účinek však nastupuje pomaleji 
a trvá déle. Proto je u onemocnění MG lékem první volby. Je téţ méně toxický neţ 
neostigmin. Podobný pyridostigminu je distigmin. Při dlouhodobé léčbě MG je vhodné 




Karbamáty patří mezi nejvýznamnější a nejčastěji uţívané insekticidy. Navíc mají 
někteří zástupci karbamátů i herbicidní a fungicidní účinky.
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Zástupcem je např. karbofuran, pouţívaný v zemědělství jako insekticidní 
přípravek k hubení škůdců na rostlinách. Je vysoce toxický nejen po poţití, ale také 
po inhalaci nebo po potřísnění kůţe. V současné době je jiţ pouţívání karbofuranu 
v zemědělství EU a ČR zakázáno, ale tato látka je stále zneuţívána k otravám zvířat 
(především dravých ptáků nebo psů). 
Nejrizikovějším z karbamátů se jeví methiokarb v současnosti pouţívaný jako 
akaricid, insekticid, moluskocid (přípravek k hubení měkkýšů), či jako repelent. Dle WHO 





Vyuţití karbamátů jako bojových otravných látek se začalo zkoumat po zjištění 
jejich mimořádně vysoké toxicity vůči teplokrevným organismům.  
Z toxických karbamátů vzbudila pozornost z hlediska moţného vyuţití látka  
T-1123 (3-diethylaminofenyl-N-methylkarbamát-methojodid). Jedná se o krystalickou 
stabilní sloučeninu s vysokou toxicitou a rychlým nástupem účinku. Klinický obraz akutní 
intoxikace karbamáty je podobný příznakům vyvolaným OFI (zvýšená salivace, lakrimace, 
profuzní pocení, mióza, nauzea, křeče kosterního svalstva). V případě organofosfátů však 





2.3 Anticholinergika (funkční antidota) 
Nadměrné stimulaci cholinergních receptorů brání anticholinergika tak, ţe brání 
navázání nahromaděného ACh na receptory. Podle působení na ACh receptory se dělí na: 
 parasympatolytika – antagonizují M-receptory parasympatiku 
 periferní myorelaxancia – působí na NM receptory na nervosvalové ploténce 
 ganglioplegika – blokují NN receptory ve vegetativních gangliích 
Nejpouţívanějším je atropin, který antagonizuje účinek nahromaděného ACh zejména 
na periferních M-receptorech. Centrálně působí méně, neboť neprochází přes 
hematoencefalickou bariéru. Nikotinové příznaky prakticky neovlivňuje. 
 Další anticholinergikum, benactyzin, má charakteristický antimuskarinový účinek. 
Látky s převahou centrálního účinku pak jsou biperiden nebo skopolamin.
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2.4 Reaktivátory cholinesteras (kauzální antidota) 
Reaktivátory acetylcholinesterasy inhibované OFI jsou chemické substance, které 
podle názvu reaktivují inhibovanou AChE, a obnoví tak fyziologickou funkci tohoto 
ţivotně důleţitého enzymu. Touto cestou umoţní návrat k normálnímu přenosu 
cholinergního nervového vzruchu. Reaktivátory AChE jsou po chemické stránce oximy. 
Z nich nejběţnějším je pralidoxim, známý také pod označením 2-PAM. Dále je sem 
moţno zařadit obidoxim, methoxim nebo asoxime, známý také jako HI-6. Dosud však 




Reaktivátory se nejprve váţou svým pozitivně nabitým dusíkem na aniontové místo 
esterasy, tím dojde k přiblíţení postranního řetězce k blokovanému esterovému místu 
enzymu. Dochází k přesunu fosforylu nebo fosfonylu na molekulu reaktivátoru a uvolnění 





2.5 Alzheimerova choroba 
Alzheimerova choroba, nebo téţ Alzheimerova demence (AD), představuje 
neurodegenerativní progresivní onemocnění mozku především u starší populace. Dochází 
k úbytku některých populací neuronů a v důsledku toho k mozkové atrofii, coţ má 




 amyloidní plaky 
 neurofibrilární klubka 
 narušený cholinergní systém17 
 
AMYLOIDNÍ PLAKY 
Velmi důleţitým nálezem u AD je tvorba patologických proteinů. Dochází k tvorbě 
-amyloidu (A), významného degenerativního proteinu. Primárním zdrojem -amyloidu 
je tzv. amyloidový prekurzorový protein (APP). Tento transmembránový glykoprotein je 
za fyziologických podmínek štěpen zejména α-sekretasou na kratší fragmenty 
(do 40 aminokyselin) mající své důleţité fyziologické role – např. při zajišťování 
neuronové plasticity (-peptid). Za patologických podmínek však stoupá aktivita enzymu 
-sekretasy a také γ-sekretasy, které štěpí APP na jiných místech neţ α-sekretasa a dochází 
ke vzniku delších fragmentů (42 nebo 43 aminokyselin). Tyto atypické fragmenty vytvářejí 
nejprve oligomery, které jsou velmi neurotoxické. Ty pak v extracelulárních prostorách 
kůry mozkové koagulují a polymerují, čímţ počíná vznik -amyloidu. Uloţená depozita 
-amyloidu tvoří shluky, kolem kterých vzniká komplex dalších neurodegenerativních 





Další patologický protein vzniká nadměrnou fosforylací tzv. -proteinu 
(tau protein) neuronových mikrotubulů. Za normálních okolností je -protein 
defosforylován a stabilizuje neuronální tubuly. Hyperfosforylovaná forma však vede 
k polymerizaci tubulů. Fosforylovaný -protein pak vytváří párová helikální filamenta, 






Otázkou u AD zůstává, který ze dvou degenerativních proteinů je primární – -amyloidní 
protein, či -protein? Nové výzkumy ukazují, ţe primární je -amyloid, který vede 
sekundárně svou toxicitou k degeneraci -proteinu. V oblasti plaků vzniká sterilní zánět, 
jehoţ se účastní aktivovaná mikroglie i astrocyty. V rámci akutní reakční fáze dochází 
k aktivaci cyklooxygenas, k uvolnění cytokinů a volných kyslíkových radikálů, 
coţ způsobuje další neurodegenerativní změny, kdy např. volné kyslíkové radikály narušují 
buněčné membrány neuronů a způsobují jejich zánik. Při takovémto zániku neuronů 
se nadměrně uvolňují excitační aminokyseliny (glutamová a asparagová), které se váţí 
v CNS na receptory NMDA (N-methyl-D-aspartátové), jejichţ hyperexcitace vede 
k nadměrnému vstupu kalcia do neuronů, destabilizaci vnitřního prostředí v neuronech, 




NARUŠENÝ CHOLINERGNÍ SYSTÉM 
 U AD dochází k úbytku některých neuronů, počtu synapsí a ke sníţení plasticity 
neuronů. Nejvíce bývají postiţeny acetylcholinergní neurony, kde je typicky postiţen 
presynaptický oddíl. Celkové mnoţství neuromediátoru ACh je sníţeno, dochází k úbytku 
enzymu cholinacetyltransferasy, a také acetylcholinesterasy. Zajímavé je, ţe hladina druhého 
enzymu odbourávajícího ACh, butyrylcholinesterasy, při AD progresivně a významně 
stoupá.17 Tento enzym, který se za normálních podmínek jen málo podílí na odbourávání ACh, 
je patologicky tvořen gliovými buňkami v oblasti plaků. Co se týká AChE, v lidském mozku se 
vyskytují dvě formy: tetrametr G4, který za normálních podmínek výrazně převládá, 
a monomer G1, jehoţ podíl u AD oproti G4 výrazně stoupá. Ubývá také presynaptických 
muskarinových a nikotinových receptorů.19 
 
AD je primární neurodegenerativní onemocnění neznámé etiologie. Je nejčastějším 
typem demence. U nemocných je postiţena paměť (zpočátku především krátkodobá 
epizodická), řeč, orientace, zrakové prostorové funkce a obratnost. Důleţitá je také 
porucha intelektu, která má za následek sníţení soudnosti a kritičnosti. U této nemoci 
dochází ke změnám chování, agitovanosti, poruchám spánku, neschopnosti výkonu 
běţných aktivit, jako je oblékání, stravování, aj. 
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2.5.1 Léčba AD 
V léčbě AD převládá kognitivní terapie, která má za cíl zlepšit nebo na určitý čas 
stabilizovat průběh choroby. Ze spektra léčiv byla opakovanými klinickými studiemi 
prokázána a ověřena účinnost v léčbě AD pouze u léčiv ze skupiny inhibitorů 
acetylcholinesterasy (IAChE). Jen u těţkých stádií AD byl prokázán efekt blokátoru 
ionotropních receptorů excitačních aminokyselin memantinu. 
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2.5.1.1 Inhibitory acetylcholinesterasy (IAChE) 
Inhibitory AChE jsou prvním lékem volby u lehkých a středních forem AD. Tyto 
musí mít vysokou účinnost především v oblasti mozkové kůry a hipokampu a nemají 
působit v jiných oblastech, zejména v periferii, kde by způsobovaly mnoţství závaţných 




Mechanismus účinku IAChE spočívá ve zpomalení aţ zastavení činnosti AChE, 
čímţ dojde ke zvýšení počtu molekul ACh schopného vazby na své receptory. Tím 
se zvyšuje acetylcholinergní transmise. IAChE působí ještě dalším mechanismem. ChE, 
distribuované v mozku mimo oblast rozšíření acetylcholinergních drah, se podílejí 
u pacientů s AD na tvorbě a toxicitě degenerativního proteinu -amyloidu. Jejich inhibicí 
se IAChE blíţí účinku kauzálnímu, bezprostřední klinický účinek však není pozorován.
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Inhibice AChE je trojí: reverzibilní, pseudoireverzibilní a ireverzibilní. 
U reverzibilního způsobu molekula inhibitoru vytváří s molekulou AChE inaktivní 
komplex, který přetrvává, dokud je inhibitor nebo jeho aktivní metabolit přítomen 
v plazmě. U pseudoireverzibilní inhibice dochází k tomu, ţe inhibitor je přímo odbouráván 
AChE, tímto kompetuje s ACh. Ireverzibilní inhibice znamená vytvoření ireverzibilního 
komplexu inhibitoru s molekulou cholinesterasy. U klinicky pouţívaných IAChE 
se setkáváme s prvními dvěma způsoby inhibice. Ireverzibilní inhibice je nevýhodná, 
způsobuje totiţ mnoţství neţádoucích efektů.
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První experimentálně pouţitou látkou byl fysostigmin, ale prvním pouţitým lékem 
v klinické praxi byl takrin. Nyní jsou pouţívány perorální IAChE s dlouhým poločasem 






Inhibitory mozkových cholinesteras nejsou schopny AD vyléčit ani trvale zamezit 
progresi onemocnění. Zpomalují průběh choroby a oddalují vznik těţkých stadií. Zlepšují 
kvalitu ţivota jak postiţených, tak jejich pečovatelů. Nemusí však být účinné u kaţdého 
pacienta. Při neúspěchu jednoho inhibitoru mozkových cholinesteras přecházíme na druhý, 
ale nejdříve po půl roce podávání. Na IAChE reaguje příznivě asi 70 % pacientů, existují 
ale i tací, kteří na tyto léčiva nereagují. Ke zlepšení jak kognitivních funkcí, především 






Donepezil je piperidinový derivát, který je schopen nekompetitivně blokovat 
centrálně aktivní AChE. Tato inhibice nakonec vede ke zvýšené koncentraci ACh v oblasti 
synaptické štěrbiny, coţ je u AD charakterizované jeho nedostatkem velmi uţitečné. 
Donepezil inhibuje reverzibilně obě formy AChE – které jsou v léčbě demence důleţité – 
G1 i G4, a to přibliţně stejně. BChE neovlivňuje ani nevede k modulaci receptorů. Zato 
však aktivuje specifické nikotinové receptory (α4 a α7), dochází k výraznější expresi 
anti-apoptotického faktoru Bcl-2, chrání neurony proti glutamátové toxicitě. Dále aktivací 
muskarinových M5-receptorů ve stěnách mozkových cév zlepšuje mozkovou 
mikrocirkulaci. Působí tak současně proti několika mechanismům neurodegenerace.
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Kromě toho, ţe inhibuje AChE má donepezil ještě další účinek – cestou 
α-sekretas brání tvorbě -amyloidu. α-sekretasy vedou k odbourávání amyloidového 
prekurzorového komplexu. Podle klinických studií v USA je donepezil účinný i u těţších 
demencí Alzheimerovského typu, zdravotní pojišťovny v České republice však jeho 





Rivastigmin patří mezi karbamátové deriváty společně s fysostigminem, který má 
spíše experimentální význam. Působí pseudoireverzibilní inhibici, tzn. je odbouráván 
přímo molekulami cholinesteras. Jeho schopnost blokovat cholinesterasy je delší, neţ je 
přítomnost látky v plazmě. Rivastigmin je duální inhibitor, inhibuje současně AChE 
i BChE. Působí téţ modulaci transmise na nikotinových receptorech. Co se týká vlivu 
na AChE, rivastigmin inhibuje obě formy G1 i G4, vykazuje však preferenční specifitu 
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U rivastigminu je prokázána účinnost v léčbě kognitivních funkcí, behaviorálních 
změn i aktivit denního ţivota. Stejně jako další inhibitory oddaluje přechod do dalších 
stadií nemoci. Příznivý účinek u AD se obvykle projevuje během 12 týdnů od zahájení 





 Galantamin je terciální alkaloid původně izolovaný z cibulí sněţenky Galanthus 
woronowi a později z dalších rostlin čeledi amarylkovité. Je to kompetitivní inhibitor 
AChE. Kompetitivní inhibice znamená, ţe galantamin soutěţí v místě receptoru o vazebné 
místo s acetylcholinem, coţ by z klinického hlediska mělo znamenat větší šetrnost neţ 
u preparátů s nekompetitivní inhibicí. Galantamin neovlivňuje BChE. Jeho výhodou oproti 
ostatním IAChE pouţívaným v terapii AD spočívá v jeho schopnosti alostericky 
modulovat nikotinové receptory, coţ zvyšuje produkci ACh. Galantamin se naváţe na jiné 
vazebné místo receptoru neţ ACh, čímţ zesiluje jeho působení.
12, 22, 23
 
 Účinnost galantaminu byla u AD prokázána v léčbě kognitivních funkcí, 
behaviorálních změn a aktivit denního ţivota. Je schopen dosáhnout zlepšení nebo udrţení 





Takrin (9-amino-1,2,3,4-tetrahydroakridin) byl první IAChE, který byl v léčbě AD 
klinicky pouţit. Chemicky se jedná o akridinový derivát. Jeho primárním účinkem je 
nekompetitivní inhibice cholinesteras. Působí jak na BChE, tak na AChE. Tato inhibice 
způsobí zvýšení hladiny ACh. 
Takrin také blokuje draslíkové kanály, prodluţuje tak dobu akčního potenciálu 
a zvyšuje uvolnění ACh z cholinergních neuronů.  






Tab. č. 1 Farmakologické charakteristiky inhibitorů cholinesteras.
9, 24
 
Léčivo DONEPEZIL RIVASTIGMIN GALANTAMIN TAKRIN 
Chemická 
třída 





































U těţších stádií AD se podává memantin (Exiba), který je zástupcem třídy 
antagonistů glutamátových NMDA receptorů. Mimo účinek na NMDA receptorech, který 
vede ke zlepšení přenosu vzruchu a zabránění neurodegenerativních projevů, navíc 
do určité míry inhibuje enzym GSK 3, a tak částečně zamezuje degradaci 
-proteinu.
18 
Více klinických studií prokázalo účinnost kombinace memantinu a inhibitorů 
acetylcholinesteras. Tento terapeutický přístup je hojně pouţíván, jedinou jeho nevýhodou 




K léčbě AD se zkoušela řada dalších preparátů – Ginkgo biloba, nesteroidní 
antiflogistika-antirevmatika (NSAIDs), vitamín E, estrogeny a statiny, cerebrolysin, 
selegilin, nimodipin, piracetam, aj. V současné době není dostatek důkazů potvrzujících 
jejich účinek v této indikaci. Nadějně se jeví substance standardního extraktu Ginkgo 
biloba, EGb761, jehoţ sloţení není shodné ani zaměnitelné s jinými extrakty Ginkgo 
biloba. Několik klinických studií prokázalo klinické zlepšení u AD.
25
 
Nadějně se v léčbě AD také hovoří o nesteroidních antirevmaticích – NSAIDs. 
Většina klinických a epidemiologických studií dokazuje, ţe při dlouhodobém uţívání 
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NSAIDs dochází ke zpomalení progrese, popř. oddálení nástupu AD. Nejvhodnější 
profylaktický efekt nesteroidních antirevmatik má dle studií celekoxib.
19 
2.6 Myasthenia gravis (MG) 
Myasthenia gravis je klinicky heterogenní onemocnění, které je charakterizováno 
kolísající svalovou slabostí a unavitelností, která se zhoršuje po fyzické zátěţi nebo 
psychickém stresu. Patří mezi autoimunitní onemocnění, kdy dochází k tvorbě protilátek 
namířených proti acetylcholinovému receptoru nikotinového typu na nervosvalovém 
spojení. Protilátky způsobí destrukci těchto receptorů. Tím se zabraňuje navázání ACh 




Existuje mnoho vlivů, díky nimţ můţe MG vzniknout a progredovat (genetické, 
hormonální vlivy, vlivy vnějšího prostředí atd.). V patogenezi se uplatňuje brzlík (thymus). 
Za fyziologických okolností thymus eliminuje některé potenciálně autoreaktivní T-buněčné 
klony. Má velký význam v pozitivní selekci T-buněk rozpoznávajících vlastní a cizí 
antigeny. Asi u poloviny pacientů s myasthenií se objevuje hyperplazie thymu. Na rozhraní 
kůry a dřeně brzlíku se v perivaskulárních prostorách nachází tzv. germinativní centra, 
v nichţ jsou nahromaděny autoreaktivní B a T-lymfocyty. Dřeňové epiteliální struktury 
obsahují myoidní buňky (nezralé formy svalových buněk), na kterých jsou lokalizované 
ACh receptory. Myoidní buňky jsou v intimním kontaktu s MHC II pozitivními buňkami, 
které předkládají AChR autoreaktivním T-buňkám. Tyto T-lymfocyty stimulují specifické 
B-lymfocyty k produkci protilátek proti AChR.
26, 27
 
Mezi první příznaky MG patří ptóza, neboli pokles víček, a diplopie, tedy dvojité 
vidění. Charakteristickým klinickým příznakem je slabost a unavitelnost příčně 
pruhovaného svalstva, tj. objektivně prokazatelná vyčerpanost svalů v závislosti 
na předchozí fyzické zátěţi (na rozdíl od únavy, která je subjektivním údajem pacienta). 
Predilekčně jsou postiţeny svaly extraokularní, mimické, orofaryngealní, šíjové, 
pletencové a respirační. Typická je téţ fluktuace subjektivních obtíţí. Můţe vznikat 
tzv. fenomén Walkerové, kdy fyzická zátěţ můţe způsobit oslabení značně odlehlé svalové 





2.6.1 Léčba MG 
Terapii MG dělíme na symptomatickou a imunosupresivní. V symptomatické léčbě 
se uţívá IAChE. Tyto brzdí enzymatickou hydrolýzu ACh a tím se jeho efekt prodluţuje. 
Dojde ke zvýšení počtu interakcí mezi molekulami ACh a postsynaptickými AChR, zlepší 
se neuromuskulární transmise. IAChE vedou u většiny pacientů k výraznému zlepšení 
myastonické symptomatologie. Nejuţívanějším preparátem je pyridostigmin-bromid 
(Mestinon). Je preferovaný díky minimálním neţádoucím gastrointestinálním příznakům.
27
 
Současně s IAChE se doporučuje podávat i imunosupresivní léky. IAChE působí 
symptomatologicky, ale nemají vliv na imunopatogenezi onemocnění. Pouţívají 
se kortikosteroidy jako je prednison, methylprednison anebo azathioprin. Tyto působí 
imunosupresivně na humorální a buněčné sloţky imunitního systému uplatňující 






3 EXPERIMENTÁLNÍ ČÁST 
3.1 Metodika stanovení aktivity AChE 
3.1.1 Ellmanova metoda 
Ke stanovení aktivity AChE byla pouţita metoda dle Ellmana. Při ní dochází 
k hydrolýze substrátu acetylthiocholinu (ATCh) (alternativní substrát fyziologickému 
ACh) za vzniku kyseliny octové a thiocholinu. Thiocholin dále reaguje  
s 5,5´-dithiobis-(2-nitro-benzoovou) kyselinou (DTNB) za vzniku 2-nitro-5-thio-benzoové 
kyseliny, která je ţluté barvy. Toto zabarvení se měří spektrofotometricky při 412 nm 
bez jakékoliv další časové prodlevy nebo fyzikálních zásahů. Po určité době inkubace se 






































Obr. č. 2 Schéma reakce Ellmanovy metody 
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3.2 Použité chemikálie 
Činidla pro reakční směs v měřící v kyvetě spektrofotometru: 
 Enzym AChE z elektrického úhoře 
 Acetylthiocholin-chlorid (ATChCl) 10 mM 
 Ellmanovo činidlo – 5,5´-dithiobis(2-nitrobenzoová kyselina) 
 Fosfátový pufr 0,01M, pH 7,4 
 PBS (Phosphate Buffered Saline) - fosfátem pufrovaný fyziologický roztok 
(obsahuje 137 mmol/l NaCl, 2,7 mmol/l KCl, 10 mmol/l Na2HPO4 • 2 H2O, 
2 mmol/l KH2PO4) 
 



















3.3 Pomůcky a přístroje 
K přípravě roztoků potřebných činidel, testovaných inhibitorů a také k samotnému 
měření byly pouţity kádinky, lţičky, lodičky, zkumavky, mikrozkumavky (Eppendorf), 
kyvety, stojánek na zkumavky, automatické pipety, špičky na pipety, analytické váhy, 
třepačka, magnetické míchadlo, topná ploténka, ultrazvuková lázeň, spektrofotometr. 
Pro změření časového intervalu byly pouţity stopky.  
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3.4 Měření pomocí spektrofotometru 
Vlastní měření se provádělo za pomocí spektrofotometru Helios zeta UV-VIS 
od firmy Thermo Scientific. Po nastavení měření ve fixním módu při vlnové délce 412 nm 
se jako první proměřil blank (slepá kontrola), následně kontrola a nakonec koncentrační 
řada vzorků zkoumaných látek. 
 
 
Obr. č. 3 Spektrofotometr Helios Zeta UV-Visible 
(převzato z http://www.thermo.com/eThermo/CMA/PDFs/Product/productPDF_6527.pdf) 
3.4.1 Měření slepého vzorku 
Pro změření slepého vzorku se na začátku kaţdého měření pouţil PBS. Tento se 
proměřil při 412 nm v kyvetě spektrofotometru a tím byla určena nulová absorbance. 
3.4.2 Měření vzorků 
Do měřicí kyvety spektrofotometru se postupně přidalo 400 l DTNB, 25 l 
roztoku AChE, 375 l PBS a 100 l roztoku testované látky. Reakce se spustila přidáním 
100 l ATChCl. Změřila se absorbance při 412 nm. Po časovém intervalu – v našem 
případě po 5 minutách – se opět změřila absorbance. Z rozdílu konečné a počáteční 
hodnoty se vypočetla aktivita AChE.  
U měření schopnosti inhibice některých látek byl PBS nahrazeno 0,01M 
fosfátovým pufrem. Kvůli iontové síle roztoku byl tento fosfátový pufr pouţit u NaCl, 
KCl, MgCl2, CaCl2, ZnCl2, CuCl2, FeCl3, AlCl3, a to jak u přípravy těchto testovaných 
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látek, tak při následném měření v kyvetě. PBS by totiţ mohlo svým sloţením iontovou sílu 
roztoku zvýšit a tím případně ovlivnit výsledek. 
3.4.3 Měření kontroly 
 Pro kontrolní měření byl postup stanovení totoţný s měřením vzorků, které 
je popsáno výše. Pouze kromě 100 l testované látky se pouţilo stejné mnoţství PBS. 
Tímto se získala aktivita enzymu neinhibovaného testovanou látkou. 
3.4.4 Měření koncentrační řady vzorků s různou koncentrací 
substrátu 
Pro kaţdou látku byla stanovena řada koncentrací, pro kterou pak byla určována 
aktivita AChE tak, aby se nejvyšší hodnota aktivity enzymu co nejvíce přibliţovala 
kontrolnímu měření, a nejniţší hodnota (v případě potvrzení, ţe látka je inhibitorem 
AChE) odpovídala co nejniţší aktivitě – tedy absorbanci blízké nule (slepého vzorku). 
U kaţdé látky bylo proměřování koncentrační řady provedeno při třech různých 
koncentracích ATChCl. Tato látka, se do reakční kyvety přidává jako poslední a spouští 
reakci, jelikoţ obsahuje substrát ATCh, který se při Ellmanově reakci účinkem AChE 
hydrolyzuje na kyselinu octovou a thiocholin. Tento dále reaguje s DTNB za vzniku 
barevného produktu, jehoţ intenzita zabarvení je úměrná aktivitě AChE. Naměřená aktivita 
však také závisí na mnoţství substrátu v reakci. 
Byla pouţita koncentrace 10 mmol/l, 5 mmol/l a 2 mmol/l ATChCl u kaţdé látky. 
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3.5 Vyhodnocení podle Dixona 
Naměřená data byla po zpracování vynesena do Dixonova grafu. Tato metoda 
slouţí k určení rovnováţné inhibiční konstanty. Do grafu se vynáší reciproká rychlost 
(resp. aktivita) 1/v – na osu y – proti koncentraci inhibitoru i – na ose x. Pro kaţdou 
hodnotu s (koncentrace substrátu) leţí vynesené body na přímce. Extrapolací těchto přímek 
s různou koncentrací substrátu dojde k jejich protnutí v jednom bodě, kde hodnota 
koncentrace inhibitoru na ose x v tomto bodě je rovna inhibiční konstantě Ki.
30
 
 Díky této metodě jsme schopni rozpoznat typ inhibice. Toto vyhodnocení je však 
nevýhodné, jestli posuzujeme, zda se jedná o inhibici kompetitivní nebo smíšenou. 
Toto podle Dixona nejsme schopni jednoznačně určit. Proto se v takových případech 
pouţívá doplňující grafické znázornění podobné tomu dle Dixona. Vynáší se hodnota s/v 
proti koncentraci inhibitoru i. Tento graf je limitován nejednoznačností určení mezi 
nekompetitivní a smíšenou inhibicí, avšak současným grafickým ověřením pomocí obou 




Obr. č. 4 Charakteristické grafy běžných typů inhibice 
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3.6 Vyhodnocení podle Boltzmanna 
U některých výsledků, zejména u těch, kde nebylo moţno pouţít Dixonův graf, 
byla pouţita ke zhodnocení výsledků funkce dle Boltzmanna. Tohoto bylo vyuţito 
u organických rozpouštědel, která se neuplatňují jako selektivní inhibitory, ale zejména 
jako denaturující činidla ničící zkoumaný enzym. Popřípadě u látek s nízkou inhibiční 
aktivitou a pro určení hodnoty střední inhibiční koncentrace (IC50). Hodnota IC50 udává 
koncentraci, při které dochází k 50% inhibici původní aktivity AChE. Viz obr. č. 5.
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Boltzmannův graf vytvoří z dat sigmoidní křivku y = A2 + (A1-A2)/{1 + exp[(x-
x0)/dx]}, kde A1, A2 jsou horní a dolní limity, a spočítá hodnotu IC50 pro danou látku. 
Toto vyhodnocení bylo prováděno za pomocí statistického software Origin 6.1. 
 
 
Obr. č 5 Boltzmannův graf závislosti aktivity enzymu na koncentraci inhibitoru 
37 
 
4 VÝSLEDKY A DISKUZE 
4.1 Vyhodnocení inhibice AChE 
V grafech podle Dixona jsou data znázorněna třemi přímkami pro tři různé 
koncentrace substrátu ATChCl (10 mmol/l, 5 mmol/l, 2 mmol/l). Tyto jsou proloţeny 
experimentálními body – pro kaţdou koncentraci substrátu jedna přímka. 
4.1.1 Kofein, takrin, albumin a želatina 
KOFEIN 
Kofein je silným inhibitorem AChE s hodnotou rovnováţné inhibiční konstanty Ki 
0,21 mmol/l. Jedná se o nekompetitivní inhibitor AChE. 
y = 3E+07x + 6E+06
R² = 0,989
y = 4E+07x + 6E+06
R² = 0,992




















Obr. č. 6 Dixonův graf inhibice AChE kofeinem 
 
 U kofeinu bylo prokázáno, ţe se jedná o inhibitor AChE, jak se předpokládalo 
podle mnohých literárních zdrojů.
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Podle jiného zdroje 
33
 je však kofein inhibitorem kompetitivním. Dle mnou 
provedených experimentů zhodnocených metodou dle Dixona je kofein jednoznačným 
nekompetitivním inhibitorem, viz obr. č 6 a 7. Z těchto dvou grafů je patrné, ţe se nejedná 
o kompetitivní inhibici. Odlišný výsledek od literatury mohl mít mnoho příčin. 
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Pravděpodobně se však jedná o různost původu pouţité AChE. V našich experimentech 
byla pouţita AChE z elektrického úhoře.  
y = 1E+08x + 1E+08
R² = 0,977
y = 7E+07x + 6E+07
R² = 0,968























Obr. č. 7 Graf závislosti s/v na koncentraci kofeinu – doplňkový graf 
 
TAKRIN 
Takrin je velmi silný inhibitor AChE s hodnotou Ki 3,75×10
-7
 mmol/l. 
Dle Dixonova grafu se jedná o nekompetitivní inhibitor AChE. 
y = 7E+13x + 5E+07
R² = 0,993
y = 1E+14x + 7E+07
R² = 0,996
























Obr. č. 8 Dixonův graf inhibice AChE takrinem 
 Takrin je známým inhibitorem AChE, který se přestal pouţívat jako lék 
u Alzheimerovy choroby pro svou hepatotoxicitu. Jedná se o nekompetitivní silný inhibitor 
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AChE se slabou afinitou i k BChE.
34
 Naše výsledky poukazující na nekompetitivní inhibici 
jsou v souladu s citovanou literaturou. V našem případě takrin slouţil jako standard 
a za jeho pomoci jsme demonstrovali funkčnost uţité metody. 
 
 
ALBUMIN A ŽELATINA 
 Albumin a stejně tak i ţelatina nezpůsobovali signifikantní inhibici AChE. 
I aplikace nejvyšší uţité koncentrace albuminu či ţelatiny do reakční kyvety neměla 
prokazatelný vliv na stanovovanou aktivitu AChE a lze tedy uzavřít tuto část experimentu 
vyloučením případného inhibičního potenciálu. 
 
 
4.1.1 Soli kovů 
 NaCl 
O NaCl nelze hovořit jako o inhibitoru AChE. Hodnota střední inhibiční 
koncentrace IC50 je 51,8 mmol/l. 






























KCl, stejně jako NaCl, nelze povaţovat za inhibitor AChE. Hodnota IC50 je 
62,2 mmol/l. 
























Obr. č. 10 Boltzmannův graf závislosti aktivity AChE na koncentraci KCl 
 
 ZnCl2 
ZnCl2 je nekompetitivním inhibitorem AChE. Jeho Ki je 13,3 mmol/l. 
y = 31099x + 1E+07
R² = 0,548



















Obr. č. 11 Dixonův graf inhibice AChE ZnCl2 
 Kvůli špatné rozpustnosti ZnCl2 docházelo u vyšších koncentrací ke spontánnímu 
vysráţení z roztoku, a proto nebylo moţno provést experiment v plném rozsahu 
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a v grafickém vyjádření na obr. č. 11 se nacházejí pouze přímky s niţší koncentrací 
substrátu (2 mmol/l a 5 mmol/l ATChCl).  
 
 CuCl2 
CuCl2 je velmi silný inhibitor AChE s hodnotou Ki 4,75 mmol/l. Jedná se 
o nekompetitivní inhibitor. 
y = 1E+07x + 5E+06
R² = 0,504
y = 1E+07x - 2E+07
R² = 0,999


















Obr. č. 12 Dixonův graf inhibice AChE CuCl2 
 
 MgCl2 
U MgCl2 nebylo moţno posoudit, jaký vztah má k AChE. Při měření absorbance 
se v kyvetě spektrofotometru postupně utvářela sraţenina, nejspíše v důsledku kontaktu 
MgCl2 s fosfátovým pufrem, či jiným činidlem. Tato interferovala s absorbancí odečítanou 






CaCl2 je nekompetitivním inhibitorem AChE s hodnotou Ki 13,1 mmol/l.  
y = 28697x + 6E+06
R² = 0,573
y = 34465x + 7E+06
R² = 0,899



















Obr. č. 13 Dixonův graf inhibice AChE CaCl2 
U CaCl2 docházelo v reakční kyvetě v průběhu měření ke tvorbě mírného zákalu, 
který klesal ke dnu kyvety. Promícháním před konečnou minutou inkubace bylo 
dosaţeno i tak poměrně velké inhibice. I přes zákal, který zvyšoval absorbanci, která 





FeCl3 je poměrně silný inhibitor AChE s hodnotou Ki 4,95 mmol/l. Jedná se 
o inhibici nekompetitivní. 
y = 36800x + 9E+06
R² = 0,839
y = 36509x + 9E+06
R² = 0,646

















Obr. č. 14 Dixonův graf inhibice AChE FeCl3 
U FeCl3 docházelo také k tvorbě mírného zákalu, který jsem před konečnou 
minutou inkubace promícháním zvířila, ani ten však neovlivnil velkou inhibiční sílu 
chloridu ţelezitého. I kdyţ se jedná o silný inhibitor, v literatuře se o něm zmínky 





AlCl3 je poměrně silný inhibitor AChE s hodnotou Ki 6,31 mmol/l. Je inhibitorem 
nekompetitivním. 
y = 5E+07x - 4E+08
R² = 0,798
y = 2E+07x - 1E+08
R² = 0,987






















Obr. č. 15 Dixonův graf inhibice AChE AlCl3 
U AlCl3 při vyšších koncentrací docházelo ke tvorbě mírného zákalu. Niţší uţité 
koncentrace byly rozpustné bez obtíţí a výsledky nebyly tedy ovlivněny (viz obr. č 15). 
 
Do experimentů mělo být původně zařazeno i PbCl2, nepodařilo se jej však 
rozpustit ţádnou metodou, která by nenarušovala následné stanovení aktivity AChE dle 
Ellmana. Připisovalo se to na vrub stáří PbCl2, ale ani po vyzkoušení rozpustnosti zcela 




4.1.2 Organická rozpouštědla 
ETHANOL 
Ethanol je dobrým inhibitorem AChE, inhibuje zejména ve vyšších koncentracích. 
Hodnota IC50 je 16,1 %. 


























Obr. č. 16 Boltzmannův graf závislosti aktivity AChE na objemových % etanolu 
 
Inhibiční působení ethanolu bylo potvrzeno i jinými experimentálními pracemi. 
Studium inhibice ethanolem se zabývá např.
35
 Podle tohoto zdroje ethanol modifikuje 







Methanol je oproti ethanolu slabším inhibitorem. Hodnota IC50 je 22,7 %. 

























Obr. č. 17 Boltzmannův graf závislosti aktivity AChE na objemových % methanolu 
 
DIMETHYLSULFOXID 
Dimethylsulfoxid je velmi silným inhibitorem AChE. Jeho hodnota IC50 je 0,55 %. 





























Propan-2-ol je poměrně silný inhibitor AChE. Jeho hodnota IC50 je 5,95 %. 




























Obr. č. 19 Boltzmannův graf závislosti aktivity AChE na objemových % propan-2-olu 
 
Metoda stanovení aktivity AChE dle Ellmana se ukázala být pro tuto práci vhodná. 
Komplikovanější situace nastala jen při měření některých solí kovů, kde při vyšších 
koncentracích substrátu docházelo k vytvoření zákalu a k jeho interferenci s měřenou 
absorbancí. Z tohoto důvodu musely být některé výsledky, jako např. MgCl2, či nejvyšší 
koncentrace substrátu u ZnCl2 z výsledků odebrány. 
Vyhodnocení pomocí grafů dle Dixona a Boltzmanna shledávám v této práci stejně 
přínosnými. Jednoduchým grafickým zhodnocením bylo dosaţeno očekávaných výsledků. 
Pouze u některých látek nebylo moţno pomocí těchto dvou metod získané výstupy 
vyhodnotit. Ne však chybou metod samých, nebo jejich špatného uţití. Jednalo se o látky 
bez inhibičního potenciálu, u kterých výsledné hodnoty aktivity AChE nebylo moţné 
proloţit sigmoidní křivkou, jaká se pouţívá u Boltzmana, nebo přímkou u Dixona.  
 
Výsledky ve většině případů souhlasí s literaturou, v případě, ţe se jiţ o daných 




). Jediným sporným 
bodem byla situace u kofeinu, kde mé výsledky jednoznačně svědčily pro kofein jako 
nekompetitivní inhibitor, kdeţto v literatuře
33
 se o něm hovoří jako o inhibitoru 
kompetitivním. Tento rozpor nastal pravděpodobně rozdílem mezi pouţitou AChE v mé 
práci a v experimentu, který stojí za opačným názorem. V této práci byla pouţita AChE 
48 
 
z elektrického úhoře. Ostatní zdroje
32
 pouze potvrzují, ţe kofein inhibuje AChE, 




Hlavním cílem této práce bylo vytvořit komplexní experiment shrnující účinek 
různých látek na aktivitu acetylcholinesterasy. Výběrem látek z řad organických 
rozpouštědel, některých solí kovů a také substancí vyskytujících se v lidském těle 
nebo v potravinách byl vytvořen přehled látek, které ovlivňují aktivitu acetylcholinesterasy 
a zasahují tak do neuronální transmise.  
U skupiny látek inhibujících zkoumaný enzym byl posouzen rozsah inhibičního 
působení, odhadnut způsob inhibice, zejména pomocí grafických metod uzpůsobených 
tomuto účelu, a v neposlední řadě byla určena podle dané metody buď střední inhibiční 
koncentrace (IC50), nebo rovnováţná inhibiční konstanta Ki, které zastupují sílu inhibice 
enzymu. 
Mezi nejsilnější inhibitory AChE z této práce lze zařadit takrin, kofein, FeCl3, 
AlCl3, dimethylsulfoxid, ethanol, methanol nebo jeden z nejsilnějších propan-2-ol. 
U těchto rozpouštědel však nelze hovořit o selektivitě právě k AChE. Jsou to činidla, která 
působí denaturaci a neselektivně působí i na jiné látky. 
Výstup z práce má poslouţit jako podklad a zdroj informací pro další prováděné 
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